Zusammenfassung

V Zusammenfassung

Die Sialylierung von Glycoproteinen und Glycolipiden auf der Zelloberflache spielt
eine essentielle Rolle bei Prozessen wie Entwicklung, Differenzierung und
Entzindungsreaktionen, aber auch in der Pathogenese verschiedener Krankheiten.
Die Sialinsauren, als endstandige Komponenten der Oligosaccharidketten sind in
eine Vielzahl von zellularen Interaktionen wie Zell-Zell-Adhasion, Zellmigration und
Metastasierung involviert. Sie dienen weiterhin als Erkennungsdeterminanten fur
Pathogene und tragen zur Stabilitdt von Glycoproteinen bei. Die N-
Acetylneuraminsaure ist der biologische Vorlaufer aller naturlich vorkommender
Sialinsauren. Die ersten Schritte der Sialinsaurebiosynthese, die Epimerisierung von
UDP-GIcNAc zu ManNAc und die anschlieende Phosphorylierung in der C-6-
Position werden von der UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimerase/N-Acetyl-
mannosamin-Kinase (GNE), dem Schlusselenzym der Sialinsaurebiosynthese,
katalysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei neue Isoformen der hGNE, hGNEZ2 und
hGNE3, identifiziert. Im Gegensatz zu hGNE1 besitzt hGNE2 einen verlangerten,
hGNE3 einen verkiurzten N-Terminus. Wahrend GNE2 auch in anderen Spezies wie
Affe, Maus, Ratte, Huhn oder Fisch gefunden wurde, beschrankt sich das
Vorkommen von GNE3 auf die Primaten. Sowohl die humanen als auch die murinen
Isoformen zeigen gewebsspezifische Expressionsmuster. hGNE1, hGNE2, mGNE1
und mGNE2 wurden Uber das BAC-TO-BAC®-Baculovirus-System funktionell
exprimiert und charakterisiert. Die His-getagten Fusionsproteine konnten als I6sliche
aktive Enzyme exprimiert werden und mittels Affinitatschromatographie in mg-
Mengen gewonnen werden. Das hGNE3-Protein konnte in E.coli BL21-Zellen
funktionell, aber nur in geringen Mengen exprimiert werden. Wahrend alle
rekombinanten Proteine ManNAc-Kinase-Aktivitat besalien, bildeten nur hGNE1,
MGNE1 und mGNE2 UDP-GIcNAc-2-Epimerase-aktive Tetramere. Bei hGNE2 war
die UDP-GIcNAc-2-Epimerase-Aktivitat um den Faktor 5 reduziert, was auf die
Bildung von Dimeren zuruckzufuhren war. Fur hGNE3 konnte gezeigt werden, dal}
das Enzym keine Epimeraseaktivitat mehr besal.

Im letzten Teil der Arbeit wurden die Proteine VCP und Oxr1 auf mdgliche
Interaktionen mit der GNE hin untersucht. Die Ergebnisse implizieren, dal3 sowohl

VCP als auch Oxr1 keine Interaktionspartner der GNE sind.
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